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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
BER 
BER (ang. base excision repair) predstavlja celični mehanizem, ki odpravi poškodbe v DNA 
tekom celičnega cikla, na mestih kjer prihaja do napačno parjenih nukleotidov ali okvare le teh, 
s čimer prepreči potencialne mutacije ali zlome v DNA med podvojevanjem. Začne ga DNA 
glikozidaza, ki prepozna in odstrani specifične poškodbe ali neustrezne baze, ki tvorijo t.i. AP 
mesta. Ta AP mesta nato cepi AP endonukleaza in povzroči prelom enojne verige (ang. single-
strand break) SSB. Na mestu SSB pride do zamenjave ustreznih (1-10) nukleotidov. 
Cas9 
Cas9 (ang. CRISPR associated protein 9) je RNA voden DNA endonukleazni encim, ki sodeluje 
s CRISPR prilagojenim imunskim sistemom. Cas9 odvije tujo DNA in preverja, če so prisotna 
20 bp dolga mesta komplementarna vodilni sekvenci RNA (ang. spacer region of the guide 
RNA) in v primeru komplementarnosti naredi dvojnoverižni zlom DNA. 
CRISPR 
Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (ang. clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats). 
CRISPRi 
CRISPR interferenca je tehnika, ki omogoča mestno specifično represijo ali aktivacijo 
ekspresije genov v prokariontskih ali evkariontskih celicah. 
crRNA (CRISPR RNA) in tracrRNA (trans activating CRISPR RNA) 
crRNA je RNA molekula, ki daje tarčno specifičnost Cas9, vendar se ne more vezati sama nanj. 
Pred tem se mora vezati v kompleks s tracrRNA, da nastane crRNA/tracrRNA hibrid, ki deluje 
kot vodič za endonukleazo Cas9. crRNA in tracrRNA najdemo v naravnem CRISPR 
mehanizmu. Lahko ju nadomestimo z eno vodilno RNA molekulo, ki jo ustvarimo sintetično. 
DSB 
Dvojnoverižni zlom DNA (ang. double strand break) 
Genski poriv 
Genski poriv (ang. gene drive) je tehnologija genskega inženirstva, ki se uporablja pri vrstah, 
ki se razmnožujejo spolno. Gre za tehniko, ki omogoča dodajanje, brisanje, prekinjanje ali 
spreminjanje genov v neki populaciji, kjer želimo, da se neka lastnost (ne)deduje prednostno 
na potomce. 
gRNA ali sgRNA 
Enovijačna vodilna RNA (ang. guided RNA or single guided RNA), ki je narejena sintetično z 
združitvijo crRNA in tracrRNA, ki ju povezuje GAAA linker. Ne najdemo je pri naravnem 
CRISPR/Cas sistemu. sgRNA tvori  20nt dolgo zaporedje, ki je komplementarno tarči v 
genomu, ki jo želimo urejati in ima okoli 100 nt dolg rep. Glavni razlog sinteze sgRNA je ta, 
da olajšamo uporabo CRISPR sistema, saj je v tem primeru potrebno izražati samo Cas9 in eno 
RNA molekulo, t.i. sgRNA. 
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HDR 
HDR (ang. homology directed repair) pomeni popravilo dvojnoverižnih prelomov DNA s 
homologno rekombinacijo. DBS popravi na osnovi endogenih (sisterska kromatida) ali 
eksogenih popravilnih predlog, ki nosijo homologno DNA zaporedje.  
INDEL 
Pojem, ki se uporablja v molekularni biologiji in pomeni insercijo ali delecijo baz v genomu 
nekega organizma. Gre za manjše genetske variacije velikosti dolžin od 1 do 10.000 baznih 
parov, kjer gre lahko za povezane ali čisto neodvisne dogodke. 
NHEJ 
Nehomologno povezovanje koncev (ang. non-homologous end joining, NHEJ) je celični 
popravljalni mehanizem, ki na mestu prekinitve oz. zloma vijačnice direktno zlepi DNA konce, 
ki niso homologni. V primeru homolognih koncev, to popravi HDR. 
PAM 
PAM (ang. protospacer adjacent motif) je 2-6 baznih parov dolgo DNA zaporedje na 3' kocu 
DNA zaporedja, ki ga cilja Cas9 nukleaza. Je komponenta tujega virusa ali plazmida in ni del 
bakterijskega (gostiteljskega) CRISPR lokusa. PAM zaporedje je nujno potrebno za pravilno 
vezavo in cepitev tarčnega zaporedja. S pomočjo PAM zaporedja bakterija razlikuje med svojo 
in tujo DNA. 
qPCR 
Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (ang. real-time PCR, qPCR) temelji na PCR 
reakciji in prikaže pomnoževanje tarčne DNA molekule med PCR v realnem času, ne pa na 
koncu kot to naredi klasični PCR. Uporablja se lahko kot kvantitativna (kvantitativni real-time 
PCR) ali semi-kvantitativna metoda (nad/pod določeno količino DNA molekul). 
SSB 
Enojnoverižni zlom DNA (ang. single strand break) 
TALEN 
Transkripcijsko aktivirana efektorska nukleaza (ang. transcription activator-like effector 
nuclease, TALEN) predstavlja restrikcijske encime, ki so zasnovani tako, da režejo točno 
določena zaporedja DNA. Gre za fuzijo TAL efektorske DNA vezavne domene ter DNA 
nukleazne domene. 
TOPO kloniranje  
TOPO kloniranje (ang. TOPO cloning) je tehnika, kjer kloniramo DNA fragmente v specifične 
vektorje brez uporabe DNA ligaz. 
ZFN 
Nukleaze cinkovih prstov (ang. zinc finger nuclease, ZFN) so DNA vezavne domene 
transkripcijskih faktorjev evkariontov, ki so sestavljene iz cinkovih prstov, na katere je vezana 
DNA nukleazna domena. Metoda se uporablja za natančna urejanja genomov višjih 
organizmov. 
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1 UVOD  
CRISPR–Cas (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-
associated proteins) sistem je način prilagojenega dednega imunskega sistema, ki ga najdemo 
v kraljestvih arhej (90 %) ter bakterij (50 %) in služi kot obramba proti virusom (bakteriofagom) 
ter drugimi mobilnimi genetskimi elementi (ang. mobile genetic elements MGEs) (Nishimasu 
in sod., 2014), kot so plazmidi in transpozoni (Hille in sod., 2018). 
Funkcija naravne CRISPR poti je ta, da s pomočjo Cas endonukleaze cilja tujo DNA in jo 
razreže na majhne fragmente, tako da povzroči njen potencialno smrtni dvojnoverižni zlom 
DNA (ang. DSB double-strand break) in hkrati vgradi del tujega zaporedja v svoj CRISPR 
lokus, kar ji služi kot spomin ob naslednji infekciji. Ob ponovnem napadu istega »sovražnika« 
je bakterija nanj rezistentna (Hille in sod., 2018). 
RNA-vodilna Cas9 nukleaza iz naravnega CRISPR sistema je bila prilagojena tako, da lahko z 
njo učinkovito urejamo endogene genomske lokuse pri različnih vrstah, tudi tistih, ki jih pred 
razvojem te metode nismo mogli. Tip II CRISPR sistem iz Streptococcus pyogenes (SpCas9) 
je eden najbolje poznanih sistemov. Sestavljen je iz nukleaze Cas9, CRISPR RNA zbirke 
(crRNA), ki kodira vodilne RNA in trans aktivacijske crRNA (tracrRNA), ki omogoči 
procesiranje crRNA v diskretne enote. Mehanizem vodi encim Cas9 do tarčne DNA preko 
Waston-Crick baznega parjenja, s čimer lahko povzročimo določene spremembe na tarčnem 
mestu v genomu (Ran in sod., 2013). Priloga A1 prikazuje primerjavo med naravnim in 
inženirskim CRISPR/Cas9 sistemom. 
2 ZGODOVINA CRISPR-CAS 
V 80-ih letih 19. stoletja so Nakata in sod. odkrili »arhitekturo« CRISPR, ko so opazili 
nenavadno strukturo na 3' koncu iap gena bakterije Eschericia coli (Ishino in sod., 1987). To je 
vodilo do sekvenciranja mnogih bakterijskih genomov, s čimer so pridobili dodatne primere 
CRISPR lokusa, za katerega kratico sta prva predlagala Jansen in Mojica (Jansen in sod., 2002). 
Dvajset let od odkritja arhitekture CRISPR so opazili, da vmesna oz. distančna zaporedja 
predstavljajo rezistenco na specifične bakteriofage, ki napadajo bakterijski sev Streptococcus 
thermophilus, ki se pogosto uporablja v mlečni industriji. Ta opažanja so bila potrjena tudi v 
drugih organizmih in tako so prišli do zaključka, da unikatni distančniki znotraj CRISPR lokusa 
predstavljajo spominski imunski sistem za zaščito pred vdirajočimi nukleinskimi kislinami 
»napadalcev« (Hsu in sod., 2014). 
Odkrili so, da sodeluje več cas genov pri začetni identifikaciji in uničenju vdirajoče DNA. 
Garneau in sod. (2010) so bili ena prvih skupin, ki so dokazali, da CRISPR RNA (crRNA) 
sodeluje s cas proteini, da povzroči DSB na vdirajoči se tuji DNA. Identifikacija in 
karakterizacija različnih cas genov v mnogih bakterijah in arhejah je leta 2011 vodila do 
klasifikacije treh glavnih CRISPR tipov (I, II in III).  
Jinek in sod. so leta 2012 dokazali, da je Cas9 odvisen od vodilne RNA endonukleaze z 
neodvisnimi nukleaznimi domenami, ki so odgovorne za razrez obeh verig na tuji DNA. Aprila 
istega leta se je pojavila prva komercializacija CRISPR/Cas9 tehnologije v podjetju DuPont 
(CRISPR-Cas9 …, 2018). 
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Leta 2014 so identificirali PAM zaporedje (ang. protospacer adjacent motif) kot ključno 
komponento za DNA tarčno ciljanje (Anders in sod., 2014) in omogočili vnos vodilne RNA 
verige in Cas9 direktno v celice brez uporabe prej potrebnega vektorja (Ramakrishna in sod., 
2014). 
Leto kasneje so s CRISPR/Cas9 metodo tretirali matične celice, da bi omogočili pridobivanje 
človeški organov iz transgenih prašičev za potrebe transplantacij (CRISPR-Cas9…, 2018). 
Maja je bil razglašen mednarodni moratorij za izdelavo dednih sprememb človeškega genoma 
z uporabo tehnik za urejanje genoma (Wade, 2015). 
Leta 2016 je USDA (United States Department of Agriculture) določila, da se rastline 
spremenjene s pomočjo CRISPR/Cas9, ne bodo regulirale kot GMO (Waltz, 2016). 
V zadnjih dveh letih prihaja do množičnih novih odkritij ter izboljšav CRISPR/Cas9 sistema in 
novih možnih uporab le-tega. Več o tem v poglavju 4.3 Možne aplikacije. Priloga A2 prikazuje 
časovni pregled pomembnejših odkritij povezanih s CRISPR/Cas9. 
3 ZGRADBA IN DELOVANJE NARAVNEGA CRISPR/Cas9 IZ SpCas9  
3.1 ZGRADBA CRISPR LOKUSA 
Horvath in Barrangou (2010) sta preučevala CRISPR lokus, ki je sestavljen iz t.i. CRISPR 
kasete, ki jo sestavljajo variabilna zaporedja t.i. distančniki (ang. spacer sequences), ki so ločeni 
z 23-74 bp dolgimi ponavljajočimi se zaporedji, ki so vsaj delno palindromska. Izraz 
palindromske ponovitve pomeni, da sta dve polovici zaporedja komplementarni, kar jima 
omogoča medsebojno bazno parjenje na mestih komplementarnosti, zaradi česar se v času 
transkripcije tvorijo lasnične sekundarne strukture. Ponavljajoča zaporedja so običajno 
ohranjena znotraj CRISPR lokusa, vendar med različnimi lokusi zelo variirajo. Distančna 
zaporedja, ki so običajno dolga 26-72 bp, izvirajo iz kodirajočih ali nekodirajočih DNA ali 
RNA zaporedij iz fagov, virusov, plazmidov ali transpozonov. CRISPR lokus običajno najdemo 
v celičnem genomu bakterij, vendar se lahko pojavi tudi na plazmidih (Rath in sod., 2015). 
CRISPR zaporedja kodirajo informacijo, ki je potrebna za identifikacijo napadalčeve tuje DNA. 
Da se je celica sposobna braniti, potrebujejo CRISPR zaporedja CRISPR sodelujoče proteine 
t.i. cas proteini (ang. CRISPR associated proteins), ki dodajo nov distančnik v CRISPR lokus. 
Njihova naloga je tudi, da uporabijo RNA transkripte že obstoječih distančnikov, s katerimi 
identificirajo in uničijo tujo DNA. Cas geni so običajno v obliki operonov in se po navadi 
nahajajo blizu CRISPR zaporedja (Rath in sod., 2015). 
CRISPR lokus je tipično sestavljen iz manj kot 50 ponavljajočih-variabilnih zaporedij, čeprav 
obstajajo izjeme, kjer so sestavljeni iz več sto takšnih ponovitev. Običajno znotraj genomov 
najdemo en ali več različnih CRISPR lokusov, ki se lahko prenašajo horizontalno in vertikalno 
(Rath in sod., 2015). 
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Slika 1: Prikaz CRISPR lokusa (prirejeno po Seahyoung in sod. 2015) 
3.2 FAZE NARAVNEGA CRISPR/CAS9 IMUNSKEGA ODZIVA iz S. pyogenes 
CRISPR/Cas9 imunski odziv je sestavljen iz treh faz. 
Med fazo prilagoditve (ang. adaptation ali spacer acquisition) encimski kompleks (Cas1, Cas2 
in Csn2) selekcionira del tuje DNA, jo procesira in vgradi v gostiteljsko CRISPR zbirko (Jiang 
in Doudna, 2017). To predstavlja pridobitev novega distančnika in s tem spomina o infekciji 
(Hille in sod., 2018). 
Pridobitvi distančnika sledi faza ekspresije in procesiranja CRISPR RNA t.i. crRNA, kjer pride 
do sočasne transkripcije novega in vseh ostalih distančnikov v dolgo prekurzorsko CRISPR 
RNA (pre-crRNA), ki je sestavljena iz direktnih ponovitev in distančnikov. Posebej se prepiše 
tudi tracrRNA, ki se nato prileže (ang. anneal) kratkim verigam pre-crRNA, ki nosijo direktne 
ponovitve. Temu sledi crRNA zorenje s pomočjo cepitve RNaze III in nadaljnje procesiranje 5' 
konca crRNA s strani neznanih nukleaz, ki skrajšajo vodilno zaporedje na dolžino 20 
nukleotidov (Jiang in Doudna, 2017). Na spodnji sliki je prikazan tip II CRISPR nukeazni 
sistem, kjer hibridni kompleks crRNA in tracrRNA skupaj s Cas9 povzročijo sekvenčno 
specifičen DNA prelom. Črni trikotniki nakazujejo mesto cepitve s Cas ribonukleazami. 
Majhne črne puščice nakazujejo DNA cepitev z encimom Cas9. 
 
Slika 2: Biosinteza in procesiranje crRNA ter DNA cepitev z II CRISPR nukleaznim sistemom (prirejeno po 
Seahyoung in sod., 2015) 
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V fazi interference prideta v stik zrela crRNA-tracrRNA struktura in Cas9 endonukleaza. 
Struktura crRNA in tracrRNA usmerja Cas9 endonukleazo, da povzroči mestno specifičen zlom 
tuje DNA na mestu, ki je komplementarno 20 nt dolgemu zaporedju crRNA in leži pred PAM 
zaporedjem (Jiang in Doudna, 2017). Prikaz faz naravnega CRISPR/Cas9 imunskega sistema 
prikazuje priloga A3.  
Razporejenost in struktura cas genov narekuje, kako se bo pre-crRNA procesirala, kako bo 
voden proces interference in kako bo interferenčni kompleks prepoznal in razgradil svojo tarčo. 
(Riordan in sod., 2015). Glede na to so CRISPR-Cas sistemi klasificirani, kar prikazuje priloga 
A4.  
3.3 STRUKTURNA ORGANIZACIJA IN ARHITEKTURA DOMENE SpCas9  
V nadaljnjih poglavjih sem se osredotočila na CRISPR/Cas9 II sistem iz bakterije S. pyogenes. 
Družina Cas9 proteinov je okarakterizirana z dvema nukleaznima domenama RuvC in HNH. 
HNH je samostojna nukleazna domena, medtem ko je celotna RuvC domena razdeljena na tri 
poddomene preko linearnega proteinskega zaporedja. RuvC I je v bližini N-terminalne regije 
Cas9, medtem ko RuvC II/III spremljata HNH domeno v bližini sredine proteina (Nishimashu 
in sod., 2014). Priloga A5 prikazuje organizacijo nekaterih Cas9 ortologov iz različnih tipov 
razreda II.  
S pomočjo določitve kristalne strukture Cas9 so Nishimasu in sodelovci (2014) odkrili, da 
SpCas9 sestoji iz dveh podenot (ang. lobe):  
I. Prepoznavna regija t.i. REC (ang. recognition lobe/receptor lobe), ki je v interakciji z 
RNA molekulami, 
II. Nukleazna regija t.i. NUC (ang. nuclease lobe). 
REC podenota se deli na: 
1. Z argininom bogat vijačni heliks (ang. arginine helix) (ostanki 56-94), 
2. REC domena (ostanki 94-718), ki vključuje helično domeno (I-III). 
NUC podenota je sestavljena iz treh domen: 
1. RuvC domena (ostanki 1-56, 718-765, 918-1099) – RuvCI, RuvCII, RuvCIII, 
2. HNH domena (ostanki 780-906), 
3. PAM interakcijska domena - PI oz. C-terminalna domena - CTD (ostanki 1099-1368) 
(Jiang in Doudna, 2017). 
PI domena vsebuje proteinska zvitja, ki so unikatna za Cas9 družino. Njena pozicija v Cas9 
proteinu ji omogoča, da prepozna PAM (ang. protospacer adjacent motif) zaporedje na tuji 
nekomplementarni DNA verigi.  
HNH in RuvC predstavljata katalitski nukleazni domeni encima apoCas9, ki se ni zmožen 
stabilno vezati niti cepiti tarčno DNA (Nishimasu in sod., 2014). 
HNH domena cepi tarčno DNA verigo, ki je komplementarna vodilni RNA (sgRNA ali crRNA 
+ tracrRNA) in daje specifičnost encimu. Ključna katalitska ostanka sta His840 in Asn854. 
HNH vsebuje tudi Mg2+ ion, ki je ključen za razrezno aktivnost (ang. cleavage activity). 
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RuvC domena cepi komplementarno »ne-tarčno« verigo na svojih ključnih aktivnih mestnih 
ostankih: Asp10, Glu762, Asp986 in His983. Vsebuje tudi vezni Mn ion. RuvC lože (I, II in 
III) so ločene z dvema povezovalcema (ang. linker) in z arginin-bogatim mostom. Skupaj s 
HNH domeno povzročita DSB. Asp10 (Ala) je kritičen za razrez nekomplementerne DNA 
verige. Različne mutacije v HNH ali RuvC domenah Cas9 proteina omogočajo drugačne posege 
v genomu (Nishimasu in sod., 2014). 
Elektronska mikroskopija in kristalna struktura SpCas9 sta pokazali, da pride do velikih 
strukturnih prerazporeditev med apoCas9 nevezanega na nukleinsko kislino in ko je Cas9 v 
kompleksu z crRNA in tracrRNA (ali sgRNA), kjer se tvori centralni kanal za sprejem sgRNA-
DNA heterodupleksa (Jinek in sod., 2014). Po sprejemu sgRNA v centralni kanal, poišče ta 
protein komplementarno DNA molekulo sgRNA molekuli, kar povzroči dodatne strukturne 
spremembe, ki omogočijo pravilno tvorbo DNA:sgRNA hibridne oblike. Ob vezavi sgRNA v 
Cas9, HNH domena zaradi konformacijskih sprememb v segmentu, ki povezuje HNH in RuvC 
domene, pride v stik s tarčno DNA in jo cepi (Jabukowski, 2017), kar prikazuje priloga A6. 
 
 
Slika 3:Prikaz kompleksa Cas9:sgRNA:tarčnaDNA (prirejeno po Jakubowski, 2017) 
4 NAČIN DELOVANJA INŽENIRSKEGA SpCas9 IN NJEGOVA UPORABA KOT 
MOLEKULARNO ORODJE 
Ključni komponenti za delovanje endogene CRISPR poti sta Cas9 nukleaza in sgRNA. Vodilna 
RNA je sestavljena iz dveh komponent: crRNA in tracrRNA, ki ju lahko nadomestimo z eno 
vodilno t.i. sgRNA/ gRNA, ki vsebuje tracrRNA in crRNA, ki sta združeni preko povezovalne 
zanke (ang. linker loop). crRNA cilja komplementarno tarčno dvojnovijačno DNA, ki jo bo 
razrezala in hkrati vsebuje kratko homologno regijo, ki ji omogoča vezavo s tracrRNA. 
TracrRNA omogoči strukturo lasnične zanke, ki pride v stik s Cas9 proteinom. Cas9 nukleaza 
in gRNA tvorita Cas9 ribonukleoprotein (RNP), ki se lahko veže in cepi specifično DNA tarčo 
v kontekstu celega genoma (Ran in sod., 2013). 
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Da RNP lahko cepi nukleinsko kislino, mora tarča vsebovati dva specifična zaporedja. Vodilna 
RNA zahteva 17-21 bazno homologijo s tarčno DNA t.i. protospacer. Drugo specifično 
zaporedje, ki ga Cas9 protein potrebuje, da prepozna in se veže na tarčno DNA pa je kratko 
PAM zaporedje, ki ga Cas9 prepozna s pomočjo PAM – interakcijske domene (PI). Prilagojen 
CRISPR/Cas9 sistem iz S. pyogenes zahteva, da je tarčna DNA pred (ang. upstream) 5'-NGG-
3' PAM zaporedjem, medtem ko imajo drugi Cas9 otrologi drugačna PAM prepoznavna mesta 
(npr. Neisseria meningidtis 5'-NNNNGATT-3') (Ran in sod., 2013). 
Ob vezavi Cas9-gRNA kompleksa na domnevno DNA tarčo, se 8-10 baz na 3' koncu gRNA 
zaporedja začne prilegati tarčnenmu DNA zaporedju. Če je med tem delom gRNA in tarčno 
DNA dosežena zadostna homologija, bo gRNA nadaljevala s prileganjem na tarčno DNA v 
smeri 3'5' glede na tarčno zaporedje in povzročila DSB na tistem mestu v genomu. V primeru 
neujemanja (ang. mismatches) med tarčnim zaporedjem in gRNA zaporedjem na 3' koncu, ne 
bo prišlo do razreza, medtem ko so neujemanja proti 5' koncu distalno od PAM tolerirana in 
vseeno pride do razreza tarče (CRISPR Guide, 2017). 
4.1 MOŽNE SPREMEMBE 
Eden od možnih načinov urejanja genoma s CRISPR/Cas9 metodo je povzročitev DSB na 
tarčnem genomskem lokusu. DSB-ji so kritični za vzdrževanje integritete genoma, saj lahko že 
nepravilno parjenje baz ali nezmožnost popravila DSB vodi do prerazporejanja kromosoma, 
izgube delov kromosoma in celo do celične smrti (Symington, 2014). Po cepitvi s Cas9 se tarčni 
lokus običajno popravi z eno od dveh glavnih poti za popravilo poškodb DNA: NHEJ ali HDR 
pot, s katerima lahko dosežemo želeno urejanje. S CRISPR/Cas9 lahko povzročimo insercije, 
delecije, mutacije genov, aktivacijo in supresijo promotorjev, SNP spremembe in drugo (Jiang 
in Doudna, 2017). Nadaljnje možne spremembe veljajo za CRISPR/Cas9 iz S. pyogenes.  
4.1.1 NHEJ 
V odsotnosti predloge za popravilo, se DSB-ji popravijo preko NHEJ poti, katera povzroči 
majhne insercije ali delecije nukleotidov (ang. indels) ali pa substitucije na mestu DSB, saj gre 
pri tem načinu za direknto ligacijo DNA koncev (Symington, 2014). Na tak način povzročimo 
naključne mutacije v delečih in nedelečih se celicah (Jiang in Doudna, 2017).  
4.1.2 HDR 
Medtem ko se HDR, ki je alternativna glavna DNA popravljalna pot, pojavi pri nižjih in 
bistveno bolj spremenljivih frekvencah kot NHEJ, ustvari natančne in definirane modifikacije 
na ciljnem lokusu (Xue H. in sod., 2016). HDR način popravljanja DSB je prisoten le v delečih 
celicah med fazama G2 in S (Jiang in Doudna, 2017), zato ga v laboratorijih spodbudijo s 
pomočjo sinhronizacije celic. Naravni obliki HDR poti sta homologna rekmonbinacija (HR) in 
pa manj pogosto verižno prileganje (ang. single strand annealing SSA), ki ju spodbudi resekcija 
DNA koncev. DBS-je popravi na osnovi endogenih (sisterska kromatida) ali eksogenih DNA 
predlog, ki nosijo homologno DNA zaporedje (Symington, 2014). 
V primeru, da želimo prednostno uporabiti HDR za urejanje genov, moramo v celico vnesti 
DNA predlogo (ang. repair template), ki vsebuje želeno zaporedje (želeno spremembo) skupaj 
z gRNA in Cas9 ali s Cas9 nikazo (Cas9n), kjer je ena od katalitskih domen inaktivirana. Prav 
tako morajo tarčni vektorji vsebovati pozitivne in/ali negativne selekcijske markerje. Eksogena 
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popravilna predloga je lahko v obliki običajne dvojnoverižne DNA, ki cilja na konstrukte s 
homolognimi konci, ki spremljajo zaporedje vstavljanja, lahko je v obliki dvovijačnega DNA 
plazmida ali pa v obliki enoverižnih DNA oligonukleotidov (ssODNs – single-stranded 
oligonucleotides) (Ran in sod., 2013). Popravilna predloga ima dodani tudi homologni 
zaporedji, ki sta direktno pred 5' koncem in za 3' koncem (ang. upstream in downstream) od 
tarče (levi in desni homologni konci, ang. homology arms). Dolžina posameznega 
homolognega konca je odvisna od velikosti spremembe, ki jo uvedemo. Prav tako predloga ne 
sme vsebovati PAM zaporedja, saj s tem izključimo možnost, da bi le ta postala primerna tarča 
za Cas9 cepitev (Ran in sod., 2013). 
Na učinkovitost HDR močno vpliva tudi celični tip in stanje celice, kot tudi genomski lokus in 
predloga za popravilo (Ran in sod., 2013). Ferkvenco HDR lahko povečamo tudi s pomočjo 
kemijske ali genetske inhibicije genov, ki so vključeni v NHEJ pot (CRISPR Guide, 2017). 
Prilogi A7 in A8 prikazujeta način in različne možnosti manipulacije poljubnega genomskega 
zaporedja s pomočjo vodilne RNA in popravil spremenjenega zaporedja z NHEJ in HDR. 
4.2 UPORABA CRISPR/Cas9 IZ SpCas9 KOT MOLEKULARNO ORODJE 
CRISPR specifičnost pomeni kako specifično je tarčno zaporedje gRNA za svojo genomsko 
tarčo v primerjavi z ostalim delom genoma. Idealno bi imela gRNA popolno homologijo s 
tarčno DNA in nobene homologije drugje v genomu, kar pa skoraj ni možno, saj obstajajo mesta 
v genomu, ki imajo delno homologijo z gRNA (Lee J. S. in sod., 2015). Ta mesta se imenujejo 
ne-tarčna mesta (ang. off-targets), katero število želimo zmanjšati na minimum, saj lahko 
povzročijo sekundarne in potencialno nevarne mutacije, ki lahko vodijo v zmanjšano ali 
povečano izražanje ključnega gena. Zato so znanstveniki naredili različne variante Cas9 
proteina, da bi izboljšali specifičnost CRISPR mehanizma (Shalem in sod., 2015). 
Cas9 nukleaze izvajajo verižno-specifične razreze preko ohranjenih HNH in RuvC nukleaznih 
domen, ki jih lahko mutiramo in izkoriščamo za želeno funkcijo. To lahko naredimo s pomočjo 
izboljšanja načrtovanja algoritmov za sgRNA ali z uporabo para Cas9 nikaz (Cas9n). Mutacija, 
ki v RuvC katalitski domeni povzroči spremembo aspartata v alanin (D10A), omogoči Cas9 
nikaza mutantu, da zareže namesto cepi DNA, s čimer povzročimo enoverižne zlome, katerih 
prednostni popravljalni mehanizem je HDR. Ustrezno odmaknjeni sgRNA pari lahko vodijo 
Cas9n do sočasnega razreza obeh verig na tarčnem lokusu, da ustvarimo DSB na tarčnem DNA 
zaporedju (ang. duble nick ali dual nickase CRISPR system), kar poveča učinkovitost in 
specifičnost tarčne prepoznave. Na ta način lahko potencialno zmanjšamo frekvenco ne želenih 
indel mutacij kot posledica izven tarčnih DSB, saj je zelo majhna verjetnost, da bi se dva ne-
tarčna reza zgodila tako blizu, da bi lahko povzročila DSB. Poleg tega pa se lahko enoverižni 
zlomi (ang. single stranded breaks SSBs), ki jih ustvarijo Cas9 nikaze, popravijo preko base 
excision repair (BER) poti, ki zmanjša ferkvenco neželjenih indel-ov na ne-tarčnih mestih v 
genomu (Riordan in sod., 2015). 
Uporablja se tudi nedelujoči Cas9 (ang. »dead« Cas9, dCas9), ki ima obe katalitski domeni 
inaktivirani. dCas9 ni zmožen rezati, vendar pa je še vedno sposoben tvoriti kompleks z gRNA 
in vršiti vezavo na DNA, kar predstavlja uporabno molekularno orodje za ciljanje  specifičnih 
regij DNA. V primeru, da dCas, ki je brez endonukleazne aktivnosti, sočasno izražamo z gRNA, 
to ustvari DNA prepoznavni kompleks, ki specifično sodeluje pri transkripcijski elongaciji, 
vezavi RNA polimeraze ali vezavi transkripcijskih faktorjev. Sistem se imenuje CRISPR 
interferenca (CRISPRi) in omogoča učinkovito represijo izražanja tarčnih genov v E. coli brez 
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zaznanih ne-tarčnih učinkov. Prav tako lahko sistem prilagodimo za reverzibilno represijo 
genov v sesalskih celicah (Qi L. S., in sod., 2013). Fuzija dCas9 z epigenetskimi encimi lahko 
omogoči tudi tarčne epigenestke spremembe kot so npr. modifikacija histonov ali DNA 
metilacija. Prav tako lahko z dCas9-represorji zavremo funkcijo CRISPR interference 
(CRISPRi) (CRISPR Guide, 2017). 
S pomočjo fuzije Cas9 nikaze ali dCas9 s citidin deaminazo so znanstveniki ustvarili t.i. 
CRISPR urejevalce baz (ang. CRISPR base editor), ki za svoje delovanje ne potrebujejo 
povrzročiti DSB. Uracil se pretvori v timin preko BER (ang. base excision repair) poti, kar 
povzroči C(citidin)T(timin) spremembo ali G(gvanin)A(adenin) na nasprotni verigi 
(Gaudelli in sod., 2017). 
Za še izboljšano specifičnost se uporablja fCas9, kjer gre za fuzijo FokI katalitske domene, ki 
sodeluje pri ZFN in TALEN sistemih za gensko urejanje, z dCas9. fCas potrebuje dve ločeni 
vodilni RNA, ki se vzporedno vežeta na eno verigo dsDNA, da ustvarita DSB. FokI domena 
zmanjša število neželenih sprememb saj ima bolj zahtevne pogoje, da ustvari rez. Poleg tega pa 
ima prednost v tem, da ni aktivna kot monomer, kar se lahko pojavi pri Cas9n (Riordan in sod., 
2015). 
4.3 MOŽNE APLIKACIJE  
S pomočjo odkritja CRISPR-Cas9 sistema lahko skoraj v vsakem organizmu preučujemo DNA 
direktno znotraj njenega endogenega konteksta, s čimer lahko pojasnimo funkcionalno 
organizacijo genoma na sistemskem nivoju, kot tudi identificiramo spontane genetske variacije. 
Omogoča nam uvajanje tarčnih sprememb v genomu (npr. epigenetski markerji) ali pri outputih 
(npr. transkripti). Zaradi možnosti uvajanja indel-ov in urejanja DNA zaporedij v celicah ali 
organizmih, lahko ugotavljamo funkcije specifičnih genov in regulatornih elementov. Prav tako 
lahko z manipulacijo regulacije transkripcije kromatidnih mest na specifičnih odsekih 
ugotavljamo, kako je genetski material organiziran in izkoriščen znotraj celice, s čimer lahko 
prikažemo relacije med arhitekturo genoma in njegovih funkcij (Hsu in sod. 2014). 
Uporaba CRISPR omogoča vodenje genomskih pregledov (ang. genome-wide screening) in 
vizualizacijo kromosomov (ang. imaging chromosomes). V primerjavi z RNAi pregledi, je 
CRISPR bolj natančen, saj ima manj ne-tarčnih učinkov in je bolj prilagodljiv, kar mu omogoča 
raznovrstne uporabe, kot so izbijanje genov (ang. knockout), utišanje genov (ang. knockdown) 
in aktivacijski pregledi. Omogoča tudi ciljanje kodirajočih in ne kodirajočih regij znotraj 
genoma. Poleg tega lahko z urejanjem genoma direktno popravljamo škodljive mutacije v 
okviru humane genske terapije (King, 2016). 
S pomočjo multipleksnega preurejanja z uporabo CRISPR/Cas9 metode je možno odkrivanje 
genskih ali proteinskih omrežji v večjem obsegu, kar lahko vodi do novih tarč zdravil in 
razumevanja kompleksnejših genetskih bolezni. Lahko naredimo zbirne lentivirusne knjižnice 
in jih uporabimo za raziskave genov, ki regulirajo želene fenotipe, vključujoč take, ki so 
rezistentni na kemoterapijska zdravila, toksine, celično preživetje in metastazo tumorja. 
Omogoča nam spremljanje odseka DNA v živo (ang. live imaging) s fluorescentno označenim 
dCas9, ki se veže na ta odsek, katerega lahko nato tudi izoliramo (CRISPR Guide, 2017). 
V biotehnologiji natančna genetska manipulacija in njena regulacija lajša povratno inženirstvo 
ali rekonstrukcijo uporabnih bioloških sistemov. Za primer navajam izboljševanje metabolnih 
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poti produkcije biogoriva v industrijsko pomembnih organizmih. Prav tako lahko z 
inženirstvom celic optimiziramo izkoristek prekurzorjev zdravil v bakterijskih tovarnah, kar 
posledično zniža ceno in dostopnost uporabnih terapevtikov (Tangermann, 2018). 
Poleg biomedicinskih aplikacij, se ta orodja uporabljajo za žlahtnjenje rastlin in reje živali, 
ki bodo zadostovale večjim potrebam v prihodnosti na področju agrokulture glede na rast 
prebivalstva. Daje nam tudi možnost kontrole insektov, ki so nosilci različnih bolezni (npr. 
komarji – malarija, klopi - borelija) preko genskih porivov (Barrangou in Doudna, 2016). 
Prav tako bi lahko zagotovili odpornost na okoljsko prikrajšanost ali patogene infekcije in 
izboljšali varnosti živil brez uvajanja tuje DNA v rastline.  
Preučevanje bolezni na živalskih modelih je pred CRISPR predstavljalo veliko oviro, saj je bilo 
težko ali nemogoče ustvariti gensko spremenjene živali, ki bi zadosti natančno povzemale 
človeško patologijo. S CRISPR-Cas9 so ustvarili generacijo transgenih živalski modelov, kot 
so podgane, opice in ostale živali, ki predstavljajo odličen model za človeške bolezni in s tem 
boljše pogoje za testiranje in razvoj novih zdravil. Kot primer navajam razvoj novega 
živalskega modela - kratko živečo Afriško ribico Nothobranchius furzeri, za preučevanje s 
starostjo povezanih boleznih. Kratka življenjska doba le-te omogoča, da se v kratkem času 
pojavijo simptomi očitnega staranja, kar vključuje biomarkerje staranja. Prav tako služijo opičji 
modeli na področju nevroznanosti za preučevanje možganskega avtizma, shizofrenije, 
alzheimerjeve bolezni in drugih (Tangermann, 2018). 
Leta 2017 je skupina kitajskih raziskovalcev v miših uspešno povečala rezistenco na HIV s 
pomočjo mutacije gena, ki učinkovito preprečuje, da bi virus vstopal v celice. 
Na Kitajskem napovedujejo še en poskus, ki se bo začel julija 2018, kjer bodo skušali z uporabo 
CRISPR tehnologije zmotiti gene človeškega papilomavirusa (HPV). Cilj poskusa bo, da bodo 
s CRISPR tehnologijo skušali pustiti DNA normalnih celic nedotaknjeno, medtem ko bi v 
celicah okuženih s HPV uničili virusne gene, s čimer bi preprečili, da se le-te spremenijo v 
kancerogene celice (Le Page, 2017). 
Raziskovalci upajo, da bo metoda uporabna za tretiranje bakterijskih infekcij s pomočjo 
CRISPR ustvarjenih fagov, s čimer so v poskusu leta 2017 dokazali, da je bila metoda uspešna, 
saj jim je uspelo rešiti življenja miši, ki so bile okužene bakterijami odpornimi na antibiotike. 
Istega leta je genetik George Church iz Harvarda naznanil, da bodo poskušali narediti hibrid 
med slonom in mamutom, kar obeta potencialno rešitev ogroženih živalskih vrst (Tangermann, 
2018).  
Za prihodnost napovedujejo poskuse, kjer bi šlo za manipulacijo imunskih celic tako, da bodo 
postale bolj učinkovite pri uničenju raka (Le Page, 2017). 
5 METODE DETEKCIJE  
Po vnosu gRNA in Cas encima v tarčne celice, je potrebna validacija povzročenih genskih 
sprememb. Spreminjanje s CRISPR/Cas9 metodo lahko znotraj tretirane celične populacije 
ustvari več različnih sprememb. Spremembe v neki celični liniji niso identične, niti ni nujno, 
da se pojavijo v vseh alelih gena ali v vseh celicah neke populacije. Nekatere celice lahko 
ostanejo enake izvornim (ang. wild-type, wt), medtem ko pri drugih ne pride do ekspresije 
gRNA in/ali Cas9 ali pa ne pride do učinkovite tarčne cepitve v celicah, ki izražajo Cas9 in 
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gRNA (CRISPR Guide, 2017). To poglavje je pregled najbolj uporabljenih metod za detekcijo 
DNA sprememb, povzročenih s CRISPR/Cas9 v diploidnih organizmih.  
V primeru ciljanja enega gena diploidne celice, so možni štirje izidi: 
1. sprememba/mutacija se ne pojavi,  
2. en alel je spremenjen/mutiran (heterozigotna mutacija), 
3. oba alela sta spremenjena, vendar imata različno zaporedje (bialelna mutacija), 
4. oba alela sta spremenjena in imata enako zaporedje (homozigotna mutacija). 
V večini primerov je zaželena bialelna ali homozigotna mutacija, da zagotovimo, da je tarčni 
gen popolnoma urejen in da se znebimo wt fenotipa. Somatske mutacije se pojavijo v telesnih 
celicah in se ne dedujejo, vendar pa vplivajo na posameznika. Mutacije, ki se pojavijo v 
gametah se dedujejo, zato je pomembno, da vemo za kakšen izid spremembe gre (Ormond in 
sod., 2017). Od vrste in tipa uvajanja spremembe (DSB popravljeni po NHEJ poti ali s HDR) 
je odvisno, katero metodo uporabimo za validacijo spremembe (CRISPR Cas9 …, 2017). 
5.1 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO KOT OSNOVA ZA NADALJNJE ANALIZE 
S pomočjo verižne reakcije s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR) pomnožimo 
določene odseke molekul DNA, pri katerih naj bi prišlo do zamenjave nukleotidov. Na ta način 
dobimo večje količine kopij točno določenega DNA zaporedja, kar nam omogoča nadaljno 
biokemijsko analizo. Metoda PCR je sestavljena iz treh stopenj – denaturacija, hibridizacija in 
sinteza DNA, ki se razlikujejo glede na temperaturo in čas posameznega cikla. Potrebujemo 
encim, raztopino soli, gradnike DNA, vir toplote ter začetne oligonukleotide, ki se prilegajo 
tarčnemu zaporedju DNA in s katerimi določimo dolžino pomnoženih odsekov (Polymerase 
chain…, 2017). 
Izbrana metoda za genotipizacijo mora zaznati majhne in velike spremembe v zaporedju, zato 
je pomembno, da pri oblikovanju začetnih oligonukleotidov pokrijemo čim večji del okoli 
obdajajoče se regije, kjer smo uvedli spremembo, saj so lahko mutacije prisotne tudi po več sto 
baznih parov stran od tarčnega zaporedja za sgRNA, zaradi česar bi jih lahko med 
pomnoževanjem s PCR spregledali (Mianné in sod., 2017). Reakciji PCR sledi analiza 
pomnoženih fragmentov. 
5.1.1 PCR in agarozna gelska elektroforeza  
Agarozni gel je sestavljen iz dolgih med seboj povezanih sladkorjev, ki ustvarjajo mrežo por, 
skozi katere potujejo nukleinske kisline. Ločitev pomnoženih PCR produktov poteka 
horizontalno, tako da gel leži na mizi. Fosfatni most (ang. backbone) DNA (in RNA) molekule 
je nabit negativno, zato se DNA fragmenti v električnem polju v gelu premikajo v smeri proti 
pozitivni anodi. Zaradi konstantnega razmerja med maso in nabojem v molekuli DNA, se v 
gelu ločijo po velikosti in nastane vzorec, pri katerem je razdalja potovanja inverzno 
proporcionalna logaritmu molekulske teže DNA. Hitrost migracije DNA molekule skozi gel je 
odvisna od njene velikosti, njene konformacije, koncentracije agaroze, delovne napetosti, 
prisotnosti etidijevega bromida, tipa agaroze in elektroforeznega pufra. Po ločitvi lahko DNA 
molekule po barvanju s primernim barvilom (npr. EtBr) vizualiziramo pod UV lučjo (Yun Lee 
in sod., 2012). 
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PCR pomnoževanje in agarozna gelska elektroforeza se uporabljata za detekcijo daljših indel-
ov povzročenih s HRD ali NHEJ, saj gelska elektroforeza omogoča zaznavo različnih dolžin 
DNA/RNA molekul. Tarčno regijo pomnožimo z začetnimi olgonukleotidi, ki a) obdajajo 
tarčno regijo – za delecije in male insercije ali b) se prilegajo na meji med genomom in insertom 
– le za insercije. S to metodo lahko ločujemo DNA fragmente velikosti 100-25.000 bp (Lee P. 
Y. in sod., 2012). Dolžino PCR produkta na agaroznem gelu razberemo s pomočjo eksternega 
dolžinskega standarda, pri kateri je dolžina fragmentov na gelu znana. To nam omogoči 
zaznavo uspešnosti spremembe, saj se bodo fragmenti na gelu razlikovali po dolžini glede na 
wt, v primeru, da je bila sprememba uspešno uvedena. Slabost te metode je, da spregleda 
substitucije (Zischewski in sod., 2016). Je enostavna, hitra in cenovno ugodna metoda, pri kateri 
lahko vzorce iz gela uporabimo za nadaljnje analize tako, da jih izrežemo iz gela in 
očistimo.(Yevegeniy G., 2018). 
5.1.2 PCR-RFLP in izguba restrikcijskega mesta 
Polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (ang. restriction fragment lenght polymorphism, 
RFLP) je tehnika, ki izkorišča variacije v homolognih DNA zaporedjih. V reakcijsko mešanico, 
kjer se nahajajo PCR pomnožki dodamo restrikcijski encim, ki razreže DNA na krajše 
fragmente. Encim reže na ali blizu specifičnih mestih DNA zaporedja t.i. restrikcijska mesta, 
ki jih prepozna in tako dobimo različno dolge odseke DNA. Nastanejo t.i. restrikcijski 
fragmenti, ki so ločeni glede na njihovo dolžino na gelski elektroforezi (Cleaved amplified…, 
2017). 
Pristop je namenjen za manjše nukleotidne spremembe, ki vključujejo popravljene DSB preko 
HDR ali NHEJ in lahko uvedejo novo restrikcijsko mesto (v kolikor gre za popravljanje s HDR) 
ali uničijo obstoječe prepoznavno mesto za restrikcijski encim (po NHEJ). Pri izgubi 
restrikcijskega mesta se rezultat pokaže tako, da ne pride do razreza DNA fragmenta kar bo na 
gelu videno kot daljši fragment. S tem potrdimo, da je bila uvedba mutacije na tarčnem mestu, 
ki je hkrati prepoznavno mesto za razrez encima, uspešna (CRISPR Cas9 …, 2017). Lahko pa 
gre za obraten primer, kjer s HDR povzročimo želeno spremembo, katera hkrati vnese novo 
restrikcijsko mesto, kjer bo specifičen encim rezal. V primeru, da smo uspešno uvedli 
spremembo s HDR in s tem vsnesli novo restrikcijsko mesto za specifičen encim, bo rezultat 
na gelu viden kot dva krajša fragmenta. 
5.1.3 Analiza mobilnosti heterodupleksov  
Analiza mobilnosti heterodupleksov (ang. heteroduplex mobility assay, HMA) omogoča 
potrditev uspešnosti uvedbe mutacije na tarčnem mestu sgRNA. PCR produktom, ki smo jih 
namnožili s PCR metodo, v reakcijsko mešanico primešamo znano oz. referenčno (wt) DNA in 
segrejemo toliko, da začnejo komplementarne vijačnice DNA denaturirati. Reakcijsko 
mešanico nato počasi ohlajamo, pri čemer se komplementarne enojne verige DNA ponovno 
prilegajo v dvovijačno DNA in v primeru komplementarnosti obeh verig nastanejo 
homodupleksi. Nastanejo pa tudi heterodupleksi na nekomplementernih mestih prileganja med 
enoverižnimi PCR produkti (ki nosijo določeno mutacijo) in referenčno DNA (Šoba in Logar, 
2005). 
Z nativno poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE) nato razlikujemo potovanje 
homodupleksov in heterodupleksov DNA na gelu. Zaradi nastanka mehurčka (ang. angle) na 
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mestih nekomplementarnosti med DNA verigami, ki so posledica prisotnosti indel-ov, se 
heterodupleksi DNA premikajo po gelu počasneje kot homodupleksi, zato jih lahko ločimo 
glede na mobilnost (Using Sanger …, 2016).  
Ta metoda je uporabna le za majhne pomnožke, ki vsebujejo SNP in majhne indel-e. Prav tako 
je občutljivost za velikost indel-ov nejasna. Običajno se uporabi 15 % poliakrilamidni gel za 
ločitev fragmentov dolžine 140-170 bp. Prednost te metode je hitrost, saj gre le za en korak po 
ponovnem prileganju PCR produktov, brez uporabe dodatnih encimov (CRISPR Cas9…, 
2017). 
5.1.4 Analiza z razrezom nekomplementarnih zaporedij  
Analiza z razrezom nekomplementarnih zaporedij (ang. mismatch-cleavage assay, MCA) je 
enostavna in cenovno ugodna metoda za detekcijo insercij in delecij povzročenih s 
CRISPR/Cas9 predvsem za DSB popravljene z NHEJ. Analiza temelji na uporabi encimov, ki 
cepijo heterodupleks DNA na mestih neujemanja (ang. mismatches) in ekstraheliksnih zankah 
(ang. extrahelical loops), ki jih tvorijo mnogi nukleotidi, kar na gelu vidimo kot dva ali več 
krajših fragmentov (CRISPR Cas9 …, 2017). 
MCA je običajno sestavljena iz štirih korakov. S pomočjo PCR pomnožimo tarčno regijo, kateri 
smo uvedli določene spremembe v neki celični populaciji. Prvemu koraku sledi denaturacija 
verig in ponovno prileganje DNA (ang. re-anneal), da omogočimo, da se verige DNA ločijo in 
nato naključno rehibridizirajo, s čimer nastanejo heterodupleksi na nekomplementarnih mestih 
med mutanti in wt DNA verigami, kar nakazuje, da je na tistem mestu prišlo do insercije ali 
delecije. Hibridizirane DNA tretiramo s SurveyorTM, T7E1 ali drugo nukleazo, katere naloga 
je, da cepi le, če sta verigi tvorili heterodupleks. Razgrajene DNA fragmente nato analiziramo 
na agaroznem gelu, ali na drugem instrumentu, ki loči DNA glede na velikost (Vossen in sod., 
2009). 
Za analizo lahko uporabimo že omenjeno SurveyorTM nukleazo, T7 endonukleazo 1 (T7E1) ali 
druge alternativne encime. T7E1 je bolj občutljiva v primeru, da hibridizirana DNA nosi indel-
e, vendar spregleda SNP-je in manjše indel-e. Surveyor nukleaza je bolj primerna za detekcijo 
SNP in majhnih indel-ov. Večje indel-e lahko z uporabo Surveyor nukleaze zaznamo le v 
primeru, da pri reakciji uporabimo negativno kontrolo DNA. Prednost Surveyor kita je ta, da je 
bolj robusten in je sestavljen iz standardiziranega protokola, vendar pa je zato tudi dražji. Za 
razliko pa je T7E1 občutljiva na reakcijske pogoje (čas inkubacije, temperatura, razmerje 
DNA:encim, koncentracija soli), zato je v tem primeru potrebna optimizacija. Vendar pa je 
T7E1 bolj primerna za detekcijo CRISPR mutacij, saj je bolj občutljiva od Suveryor nukleaze 
(Zischewski in sod., 2017). 
Metodo lahko uporabimo tudi za hitri pregled učinkovitosti različnih gRNA v neki celični 
populaciji. Pri tisti populaciji, kjer dobimo največ razrezanega produkta, lahko sklepamo, da 
gre za učinkovitejšo gRNA. Metoda prav tako omogoča pregled mešanih populacij celic, 
vendar v primeru, da pregledujemo klonsko celično linijo in da so kloni homozigotni (da sta 
bila oba alela podvržena identični mutaciji). Uporablja se jo lahko tudi za genotipizacijo 
posameznih klonov ali za analizo zbirk vzorcev in populacij. Poda informacijo o mutacijah, 
vendar ne pove nič o njeni strukturi. V primeru, da je tarčni lokus visoko polimorfen, je težko 
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interpretirati rezultate zaradi različnih wt alelov, ki tudi tvorijo heterodupleks DNA. Ta metoda 
nam poda le semi-kvantitativni vizualni prikaz procentov alelov, ki so bili mutirani znotraj 
mešane celične populacije, in nam omogoča, da zaznamo v koliko celicah so se pojavile 
insercije oz. delecije (CRISPR Guide, 2017). 
5.1.5 Sekvenciranje Sanger 
Sekvenciranje Sanger se običajno uporablja za preiskovanje posameznih klonskih linij. Gre za 
metodo, ki poda informacijo o semi-kvantitativni oceni frekvence ciljanja (ang. targeting 
frequency) in o točnem zaporedju tarčnih alelov. Uporablja se jo v primeru HDR in NHEJ 
popravil DSB-jev na tarčnih mestih. Detekcija učinkovitosti urejanja s TOPO kloniranjem in 
Sanger sekvenciranjem je sestavljena iz petih korakov, kar prikazuje priloga A10 (A guide to 
high …, 2009):  
1. Vnos gRNA in Cas9 v celice, 
2. Inkubacija celic, da omogočimo procesiranje genomske spremembe, 
3. Izolacija genomske DNA iz celične kulture, PCR pomnoževanje spremenjenega 
lokusa iz heterogene kulture in kloniranje PCR fragmentov v TOPO ali drug 
vektor, 
4. Izolacija plazmidov iz posameznih kolonij in PCR pomnoževanje inserta, 
5. Sekvenciranje inserta. 
Za vzdrževanje klonske populacije s homologno spremembo v genomu je potrebno pregledati 
mnogo klonov iz prvotne populacije transformiranih celic, da dobimo informacijo o relativni 
frakciji celic, ki vsebuje želeno mutacijo. To imenujemo učinkovitost uvajanja sprememb, ki 
nam poda informacijo o številu eno-celičnih klonov, ki jih je potrebno izolirati za nadaljnjo 
namnoževanje. Temu sledi sekundarni pregled, s katerim identificiramo klone, ki izhajajo iz 
ene same celice, če imajo le ti uspešno uvedeno želeno spremembo. Vse to lahko naredimo s 
Sanger sekvenciranjem s kapilarno elektroforezo (ang. capillary electrophoresis, CE) (Using 
Sanger …, 2016).  
Priloga A8 prikazuje primer CE sledi mešanih klonov (ang. mixed pool), ki vsebujejo različno 
spremenjena zaporedja in njihovo poravnavo glede na wt. Modra puščica prikazuje mejo, pred 
katero je sekvenca uniformna in za katero se pojavljajo različne sekvence, kar vidimo kot 
različne vrhove na grafu.  
Kljub temu, da je ta metoda ena glavnih za določanje indel-ov (do 270 nukleotidov), je hkrati 
tudi draga in dolgotrajna, saj je za določanje zaporedja vseh kopij genov potrebno pregledati 
veliko kolonij. Obstaja tudi alternativna metoda, kjer direktno sekvenciramo le PCR pomnožke, 
kar skrajša čas dela. V primeru, da imamo opravka z ne-homozigotnimi dogodki urejanja, 
predstavlja to problem pri uporabi Sangerjevega sekvenciranja, saj bodo aleli različnih 
zaporedij ustvarili kromatogram z mnogimi sledovi in prekomernimi piki. Pri poliploidnih 
organizmih ali pri različnem številu kopij gena pa se bodo rezultati sledov prekrivali in jih bo 
oteženo razbrati. Za dekodiranje teh prekomernih sledov, lahko uporabimo različne programe 
kot so DSDecode, TIDE ali CRISPR-ID (CRISPR Guide, 2017). 
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5.1.5.1 TIDE analiza  
TIDE (ang. Tracking of Indels by DEcomposition) je metoda za kvantitativni pregled urejanja 
genoma, s katero lahko natančno določimo spekter in frekvenco tarčnih mutacij, ki smo jih 
uvedli v neki zbirki celic s pomočjo orodij za urejanje genov (CRISPR/Cas9, TALENs, ZFNs).  
S PCR pomnožimo izolirano regijo DNA iz zbirke celic, ki so bile tretirane s Cas9 nukleazo ter 
500-1500 bp okoli mesta spremembe. Vzporedno s PCR pomnožimo enake odseke DNA iz 
kontrolne zbirke celic, ki so brez tretiranja s Cas9 nukleazo ali sgRNA. Oba PCR produkta nato 
izpostavimo konvencionalnemu sekvenciranju po Sangerju. V DNA vzorcu iz celic, ki 
vsebujejo spremembo, vsebuje sekvenčna sled na mestu mutacije mešane signale, ki izvirajo iz 
nespremenjene DNA in zaporedij, od katerih je vsako posamezno zaporedje premaknjeno za 
različno število nukleotidov glede na povzročene insercije ali delecije (Brikman in sod., 2014). 
Sekvenčni sledovi so nato analizirani preko specifičnega algoritma, ki identificira velike 
inducirane mutacije na mestu urejanja in določi njihovo frekvenco v populaciji celic. Metoda 
je zelo hitra in cenovno ugodna, saj omogoča veliko natančnih informacij za razliko od prej 
opisanih analiz, ki temeljijo na uporabi restrikcijskih encimov (CRISPR Cas9…, 2017).  
5.1.6 Sekvenciranje naslednje generacije  
Še ena metoda s katero lahko zaznamo insercije ali delecije je sekvenciranje naslednje 
generacije (ang. Next Generation Sequencing, NGS), pri kateri lahko pregledujemo mešane 
populacije ali klonske celične linije, ki so zbrane (ang. pooled), kar nam omogoča hkratni 
pregled velikega števila celic in populacij (ang. high-throughput screening). NGS se uporablja 
za krajše DNA spremembe (Brinkman in sod., 2014). 
Izvajanje NGS pregleda je sestavljeno iz šestih korakov. Najprej kultiviramo klonske celične 
linije na 96 lukenjski plošči, s čimer ustvarimo podvojeno ploščo. S PCR pomnožimo regijo, v 
katero smo posegali. Nato uporabimo označene (ang. barcoded) začetne oligonukleotide, da 
zagotovimo, da lahko rezultate sekvenciranja kasneje združimo z originalnimi kloni. Sledi 
zbiranje PCR pomnoženih DNA. Nato pripravimo in sekvenciramo knjižnjico, ki analizira 
populacijo celic, ki so si genetsko lahko različne (ene mutirane, druge ne), zato je pomembno, 
da naredimo pozitivno ali negativno selekcijo celic, ki omogoča preživetje in nadaljnjo 
proliferacijo le tistim celicam, katerim smo uspešno uvedli želeno spremembo. To naredimo s 
transfekcijo ali virusno transdukcijo, s katero vnesemo v celice veliko količino plazmidne 
DNA, katera nosi zapis za RNA reagente (sgRNA). S tem povzročimo začasen visok nivo 
funkcionalnih RNA reagentov, dokler se le-ti ne razredčijo preko celičnih delitev ali 
degradacije in tako v večino celic vnesemo po en virus, ki se stabilno vgradi (Shalem in sod., 
2015). Temu koraku sledi pozitivna ali negativno sekelcija, ki potrdi prisotnost želenih 
sprememb pred nadaljno NGS analizo, kar prikazuje priloga A9. S celicami, ki so preživele 
selekcijski pritisk, nadaljujemo z NGS analizo, ki omogoča zaznavo ali so vsi aleli nekega gena 
posameznega klona pravilno spremenjeni, sploh v primeru insercij ali delecij. Prav tako nam 
poda informacijo o tem ali je celična populacija zares monoklonska.  
Slaba stran te metode pa je, da je draga in težka za analizo. Prav tako jo lahko uporabimo za 
iskanje ne-tarčnih učinkov CRISPR urejanja. S tem načinom validacije dobimo kvantitativno 
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oceno genomskih sprememb na želeni tarčni sekvenci (CRISRP Guide, 2017). Pri tem je 
pomembno, da imamo set kontrolnih celic, s katerimi primerjamo sekvenčne rezultate 
spremenjenih vzorcev. V primeru, da analiziramo populacijo celic, ki je nastala iz ene celice, 
ni potrebe po NGS in lahko naredimo samo Sanger sekvenciranje. S pomočjo npr. CRISPResso 
ali CRISPR Genome Analyzer nato analiziramo podatke sekvenciarnja in identificiramo klone 
z želeno mutacijo. Te klone nato namnožimo iz podvojene plošče (CRISPR Cas9…, 2017). 
5.1.7 Visoko resolucijska analiza taljenja  
Visoko resolucijska analiza taljenja (ang. high resolution melting analysis, HRMA) se začne s 
PCR pomnoževanjem tarčne regije v prisotnosti dsDNA interkalatnega fluorescentnega barvila. 
Pomnoževanju sledi denaturacija z uporabo inštrumentov, ki zelo natančno zajamejo visoko 
število podatkov fluorescentnih točk glede na spremembo v temperaturi. Ko se DNA vijačnici 
priležeta druga drugi in nastane dvoverižna oblika, barvilo fluorescira. Po izpostavitvi DNA 
višjim temperaturam, se barvilo sprosti iz DNA in ne sveti več, kar povzroči spremembo v 
detekciji fluorescence. Barvilo se najprej sprosti na mestu nekomplementarnosti, saj predstavlja 
to mesto del DNA vijačnice, ki se bo prednostno denaturiral. S pomočjo teh informacij dobimo 
krivuljo taljenja, ki prikazuje od temperature odvisen denaturacijski profil pomnožkov. Vsak 
tip genske spremembe (wt, heterozigotna, homozigotna ali bialelna mutacija) bo ustvaril 
različno krivuljo taljenja, pri čemer HRMA omogoči razlikovanje med različnimi mutantnimi 
aleli. Pri analizi ostanejo pomnožki nepoškodovani, zaradi česar jih lahko sekvenciramo in 
določimo natančno zaporedje regije urejanja (A guide to high resolution…, 2009). Profil 
denaturacije PCR produktov je odvisen od vsebine GC, dolžine, zaporedja in 
komplementarnosti verig produktov (Reed in sod., 2007). 
Tm povzema karakteristiko PCR produkta in predstavlja točko na krivulji, kjer je 50% DNA v 
obliki dvoverižne in 50% enoverižne vijačnice (denaturirana). Poda informacijo o vsebnosti 
GC baz (Tm je višja pri PCR produktih bogatih z GC), dolžini in o vsebini zaporedja. Slika v 
prilogi A12 prikazuje visoko resolucijsko krivuljo taljenja za analizo točkovne mutacije. Graf 
prikazuje grobi padec fluorescence, ko se dsDNA disocira na ssDNA. (rdeča=homozigoti z 
gvaninom, zelena=homozigodi z adeninom, modra=heterozigoti) (A guide to high …, 2009). 
HRM analiza je zelo primerna za detekcijo SNP-jev ter majhnih insercij ali delecij (Druml in 
Cichna-Markl, 2014). Prav tako lahko s to metodo preučujemo DNA kompozicijo in strukturo 
ter variante DNA zaporedij. Poleg tega lahko naredimo analizo DNA metilacije, kvantifikacijo 
kopij variant in študije mozaicizma. Metoda je alternativna gelski elektroforezi za 
karakterizacije klonov in drugo (Vossen in sod., 2009). Je zelo enostavna, hitra, natančna in 
robustna metoda. Cena naprave za HRMA je zelo visoka, vendar to lahko nadomestimo s 
kombinacijo uporabe kvantitativnega PCR (ang. real-time PCR/ qPCR) naprave in 
brezplačnega HRMA računalniškega programa kot je npr. uAnalyze (Dwight in sod., 2012). 
5.1.8 Digitalni kapljični PCR  
Kadar imamo v ozadju veliko genomske DNA (ang. backgrund DNA ali gDNA) v primerjavi 
s tarčno DNA (npr. HIV DNA), med seboj tekmujeta v vsaki PCR reakciji. Da bi zaznali tarčno 
DNA, je potrebno gDNA razdeliti na manjše dele, vendar s qPCR še vedno ne dosežemo 
detekcijo tarče z zadostno natančnostjo. Zaradi potrebe po bolj natančni in občutljivi metodi, 
se je razvila nova ddPCR tehnologija, ki lahko zazna eno kopijo tarčnega zaporedja znotraj 
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kompleksnega vzorca z zanesljivostjo primerno za klinične študije. Digitalni kapljični PCR 
(ang. droplet digital PCR, ddPCR) se uporablja za določanje količine tarčne nukleinske kisline 
v vzorcu. Meri absolutne količine s pomočjo ločenega štetja molekul nukleinskih kislin v 
volumetrično definiranih razdeljenih kapljicah (Pinheiro in sod., 2012). 
Osnovni princip ddPCR vsebuje tri glavne korake: razdelitev 20μl vzorca DNA v 20.000 
kapljic, PCR pomnoževanje nukleinske kisline v vsaki kapljici in končno prehajanje kapljic 
preko detektorja, ki zazna fluorescenco v dveh različnih valovnih dolžinah (po navadi je 
nastavljen, da zazna FAM in HEX barvila) (Droplet Digital Applications ..., 2018). Kapljice so 
razbrane kot pozitivne ali negativne, glede na njihovo amplitudo fluorescence. V primeru, da 
je pozitivna to pomeni prisotnost tarčne DNA sekvence v tisti kapljici in obratno. Vsaka 
nanokapljica služi kot neodvisen dogodek pomnožitve, kjer je specifičnost reakcije povečana 
zaradi redčitve DNA v ozadju, kar omogoča resolucijo redkih tarčnih DNA zaporedij (Hindson 
in sod., 2011). Razmerje pozitivnih kapljic (prisotnost flourescence) v primerjavi s celotnim 
volumnom vzorca omogoča določitev koncentracije tarčnega zaporedja v vzorcu z uporabo 
Poissonove statistike. Fluorescentni signal, ki ga zazna kapljični bralec se pretvori iz 
analognega v digitalnega, zaradi česar ne potrebujemo standardne krivulje. Računalniški 
program izračuna koncentracijo tarčne DNA kot število kopij na mikroliter. Rezultat ddPCR 
ekrperimenta se predstavi na 2D točkovnemu grafu, kjer predstavlja vsaka dimenzija intenziteto 
določenega barvila (npr. FAM in HEX) z 20 000 točk (vsaka kapljica predstavlja eno točko) 
(Quan in sod., 2018).  
Z ddPCR lahko enostavno pregledamo s HDR in NHEJ povzročene tarčne mutacije, ki smo jih 
uvedli s CRISPR/Cas9 in ostalimi orodji za spreminjanje genoma. Omogoča nam selekcijo 
izbranih celic iz katerih nato ustvarimo novo klonsko celično linijo, ki vsebuje želene 
spremembe. Metoda nam daje možnost razlikovanja med homozigotnimi in heterozigotnimi 
spremembami v klonskih populacijah (Miller, 2012). Princip metode prikazuje priloga A13. 
 
V primeru, kjer sta oba alela popravljena preko HDR poti uporabljamo začetne oligonukleotide, 
fluorescentni barvili FAM in HEX ter ne-fluorescentno barvilo. Za detekcijo sprememb 
povzročenih s HDR je FAM barvilo zasnovano tako, da se veže na mesto spremembe 
popravljene s HDR, medtem ko ne-fluorescentno barvilo prepreči vezavo FAM barvila na alele, 
kjer ni prišlo do mutacije. HEX barvilo pa se veže na referenčni gen (wt), kjer ni prišlo do 
spremembe. Na 2D grafu dobimo rezultat, kjer HEX pozitivne kapljice predstavljajo celotno 
število alelov, FAM pozitivne kapljice pa predstavljajo populacijo alelov z želeno HDR 
spremembo. Razmerje med FAM+ kapljicami in HEX+ kapljicami, poda informacijo o 
uspešnosti HDR. Metoda ddPCR za HDR povzročene spremembe lahko zazna delecije, 
substitucije, insercije od 1bp do 25bp. To nam služi v primeru, ko želimo iz neke mešane 
populacije celic dobiti klonsko populacijo, kjer se želena sprememba na obeh alelih tekom 
generacij ohranja (Droplet digitalTM. ..., 2017). 
V primeru detekcij NHEJ povzročenih sprememb z ddPCR uporabimo FAM-označena barvila, 
ki se vežejo na referenčno zaporedje distalno od tarčnega mesta za nukleazo, vendar znotraj 
pomnožka. Barvilo, ki ga tudi uporabimo, se imenuje HEX NHEJ/drop-off barvilo, ki se veže 
na wt zaporedja na tarčnem mestu nukleaze. V primeru, da je tam prišlo do indel-ov, zaradi 
posledice popravljenega DSB z NHEJ, se to barvilo (HEX NHEJ/drop-off) ne more vezati 
(Droplet digitalTM ...., 2017). Pri analizi ddPCR, kjer imamo 2D, graf so kapljice, ki oddajajo 
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FAM+ in HEX+ signal wt amplikoni, medtem ko kapljice, ki so FAM+ in hkrati HEX-, 
predstavljajo amplikone z mutacijo na tarčnem mestu t.i. NHEJ spremenjeni aleli. (Miyaoka in 
sod., 2016). Razmerje med FAM pozitivnimi in FAM/HEX dvojno pozitivnimi kapljicami pove 
delež NHEJ mutacij. Zaznamo lahko mutacije do dolžine 80 bp (Droplet digitalTM. ..., 2017). 
 
Slika 4: Prikaz detekcij a) HDR in b) NHEJ sprememb povzročenih s CRISPR/Cas9 z ddPCR (prirejeno po Droplet 
digitalTM. ..., 2017) 
QX100TM PCR je primer ddPCR naprave, ki jo lahko uporabimo za detekcijo redkih dogodkov, 
kot so npr. ena mutantna kopija SNP v 100 000 wt kopijah, za študije ekspresije genov, 
vključujoč miRNA pomnoževanja in mRNA ekspresijske analize za število genov. Z ddPCR 
lahko analiziramo korelacijo med ekspresijo posameznega gena v odvisnosti variacij genoma v 
regulatornih regijah gena pri tkivih različnih posameznikov. NGS in RT-qPCR imata težave pri 
zaznavi mutacij, ki so prisotne <5 % vzorca in so nekompatibilne z običajno omejenimi 
količinami vzorca, ki jih imamo na voljo, zato je ddPCR odlična metoda za take primere 
(Shelton in sod., 2014). Priloga A14 predstavlja primerjalno tabelo opisanih metod. 
6 SKLEP 
Odkritje CRISPR/Cas9 metode predstavlja velik prelom na področju znanosti, medicine, 
farmacije in drugih področij, saj gre za izjemno metodo, ki kljub svoji enostavnosti izvedbe 
omogoča širok spekter uporabe. Kljub dobro preučenem mehanizu delovanja CRISPR/Cas9 
sistema, bo potrebno še veliko dela za popolno optimizacijo metode. Specifičnost metode za 
povzročitev čim manj ne-tarčnih ciljanj se stalno izboljšuje, zahvaljujoč znanstvenikom, ki 
uvajajo manjše spremembe v CRISPR/Cas9 sisteme. Ne glede na to, še vedno naletimo na 
problem, ko pridemo do vprašanja uporabe te metode za poseg v človeški genom, saj se le-ta 
razlikuje po velikosti in kompleksnosti glede na genom živali, na katerih se trenutno izvaja 
večina poskusov. V tem vidim izziv razvoja takšnih metod detekcij, ki bi lahko spremljale 
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spremembe v celicah v realnem času in vivo, tudi več let po uvedbi mutacij s CRISPR/Cas 
metodo ali morda celo takšne metode, ki bi bile sposobne napovedati sekundarne možne 
spremembe v celicah, ki se lahko potencialno razvijejo. 
Če se osredotočim le na CRISPR/Cas9 sistem se njegove možne aplikacije kar množijo, pri 
čemer pa ne smemo pozabiti, da obstajajo tudi druge vrste CRISPR/Cas sistemov. Profesorja 
Collins in Zhang z MIT sta leta 2017 prilagodila encim CRISPR Cas 13a/C2c2, ki ima po njuni 
zaslugi vlogo visoko občutljivega detektorja in lahko zazna prisotnost zelo nizkih koncentracij 
nukleinskih kislin (ena tarčna RNA ali DNA molekula v vzorcu). To so poimenovali 
SHERLOCK sistem (ang. Specific High Sensity Enzymatic Reporter Locking), s katerim 
napovedujejo ogromen napredek tako na področju raziskav kot globalnega zdravja (detekcija 
rezistentnih genov na antibiotike, diskriminacija specifičnih bakterij, identifikacija mutacij za 
pojav raka itd.) (Zusi K., 2018). Z odkritjem SHERLOCK sistema vidim potencial v razvoju 
hitrejših in boljših zaznavanj različnih bolezni, okužb in boljšo dostopnosti zdravljenja ter 
osebne medicine za srednje in nižje sloje. Poleg tega pa se CRISPR/Cas metoda ponovno izkaže 
kot raznovrstno uporabna metoda ne samo za uvajanje genskih sprememb v celice, namreč tudi 
za namen detekcij na področju medicine. 
Za katerokoli aplikacijo, kjer posegamo in spreminjamo genom je najpomembnejše to, da 
imamo natančne in zanesljive metode detekcije, saj je le-to bistvenega pomena, da lahko neko 
raziskavo izpeljemo do konca. Cilj izboljšanja metod detekcij poteka v smeri, da bi le-te postale 
še bolj občutljive, kvantitativne in univerzalne, tako da bi jih lahko enostavno prilagodili za 
preučevanje poljubnih tarčnih odsekov v genomu. To pa nam bo omogočilo boljše pogoje pri 
samih raziskavah, saj bomo z optimizacijo metod detekcij posledično izboljšali protokole za 
poseganje v genom in enostavnejše pregledali posamezne klone, ki vsebujejo želeno 
spremembo. Menim, da morajo potekati raziskave o delovanju in izboljšanju učinkovitosti 
CRISPR/Cas sistemih vzporedno, saj se uspešna zgodba s CRISPR/Cas9 poseganjem v celice 
začne na koncu-pri metodah detekcij, ki predstavljajo temelj za celotno predhodno raziskavo. 
Boljše kot bomo razvili metode detekcije za spremembe v DNA povzročene s CRISPR/Cas9, 
več možnosti in uporabnih informacij bomo s tem pridobili, saj bomo le takrat zagotovi, da 
vemo točno kaj počnemo in da bo morda nekoč CRISPR/Cas9 metoda dovolj varna za namen 
humane uporabe. Na tem področju nas čaka še ogromno izzivov, za katere verjamem, da jih 
bomo sčasoma in z novimi odkritji premagali. Živimo v obdobju kjer je področje genetskega 
urejanja na začetku nove izjemne zgodbe, za katero upam, da bom del nje nekoč tudi jaz. 
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Priloga A1: Primerjava med (a) naravnim CRISPR/Cas9 in (b) inženirskim CRISPR/Cas9 mehanizmom (prirejeno 
po Pečnerova, 2016) 
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Priloga A2: Časovni pregled pomembnejših odkritij povezanih s CRISPR/Cas9 (prirejeno po Hsu in sod., 2014) 
 
 
Priloga A3: Prikaz faz naravnega imunskega sistema CRISPR/Cas9 (prirejeno po Jiang in Doudna, 2017) 
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Priloga A4: Klasifikacija CRISPR/Cas sistemov (prirejeno po Makarova in sod., 2015) 
 
 
Priloga A5: Prikaz organizacije Cas9 ortologov iz različnih tipov razreda II (Jiang in Doudna, 2017) 
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Priloga A6: Prikaz rotacije katalitske domene HNH v Cas9 in posledična aktivacija Cas9 (Dadgas in Chen, 2017) 
 
 
Priloga A7: Prikaz možnih izidov popravil DSB z NHEJ in HDR (prirejeno po Jiang in Doudna, 2017)  
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Priloga A8: Prikaz možnih manipulacij DSB povzročenega s CRISPR/Ca9 preko HDR, NHEJ popravil in ostale 
aplikacije (povzeto po Jiang in Doudna, 2017) 
NHEJ HDR Ostale aplikacije 
Indel mutacije Insercija/popravilo/nadomestitev genov Urejanje genov s pomočjo dvojne Cas9 
nikaze (D10A) 
Mutacije v bralnem okvirju Natančne točkovne mutacije Genetski pregledi/preverjanje 
učinkovitosti zdravil (ang. genetic/drug 
screens) 
Velike delecije ali inverzije v primeru 
uporabe dveh bližnjih DSB-jev 
Natančni izbrisi genov (ang. gene knockout) Ciljanje genov (dCas9-efektorji): 
 regulacija transkripcije 
 epigenetske modifikacije 
 vizualizacija celic v realnem 
času 
 urejanje nukleotidov 
Pregledi izgub funkcij (ang. loss-of-
function screens)  
Pogojni aleli (Cre-loxP, itd.)  
Prerazporejanje genoma Predstavitev oznak, reporterjev itd.  
NHEJ-uravnavano od homologije 
odvisen knock-in  
Mutacije, ki povzročajo pridobitev nove funkcije  
 
 
Priloga A9: Pozitivna in negativna selekcija za prisotnost želenih sprememb pred nadaljnjo NGS analizo 
(prirejeno po Shalem in sod., 2015) 
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Priloga A10: Prikaz korakov določanja učinkovitosti urejanja z uporabo TOPO kloniranja in Sanger 
sekvenciranja s kapilarno elektroforezo (Using Sanger …, 2016) 
 
 
Priloga A11: Primer elektroferogramov kapilarne elektroforeze, ki vsebujejo različna zaporedja (prirejeno po 
Brinkmani in sod., 2014) 
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Priloga A12:Prikaz krivulje padca fluorescence v odvisnosti od spremembe temperature glede na razliko v alelih 
(A guide to high …, 2009) 
 
Priloga A13: ddPCR (prirejeno po Combaret in sod., 2015)  
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Priloga A14: Primerjalna tabela metod detekcij indel-ov povzročenih s CRISPR/Cas9 
Metoda Tip mutacij, ki jih 
metoda zazna 
prednostno 
Določitev 
tipa 
mutacije 
Cena Uporabnost 
informacij 
glede na 
zahtevnost 
metode 
Omejitve 
PCR-agarozna 
gelska 
elektroforeza 
Večji indel-i Število bp € visoka Spregleda 
substitucije 
PCR-RFLP Manjši indel-i Število bp € visoka Problem dobave 
ustreznih encimov 
HMA z PAGE Majhni indel-i ne € zmerna Spregleda velike 
indel-e 
Sanger 
sekvenciranje 
vse ja €€/€€€ nizka Draga, dolgotrajna 
metoda 
NGS Vse (uporablja se 
največ manjše indel-e) 
ja €€€€ visoka Spregleda večje 
indel-e 
MCA Majhni indel-i, SNP ne  € zmerna T7E1 spregleda 
SNP, Surveyor je 
manj občutljiv kot 
T7E1 
HMRA Majhni indel-i Insercija ali 
delecija 
€ (+€ za 
opremo) 
visoka Spregleda velike 
indel-e 
ddPCR Detekcija redkih 
dogodkov (SNP, indel) 
Ne, vendar 
določi 
koncentracijo 
tarčne DNA 
v vzorcu 
€ (+€ za 
opremo) 
visoka Draga oprema 
 
